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银杏叶总黄酮醇苷含量快速测定方法研究 *
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3. 浙江康恩贝制药股份有限公司，浙江省中药制药技术重点实验室，杭州 310052）

摘要　目的：建立一种供试品处理简单的银杏叶总黄酮醇苷含量测定方法。方法：采用单因素试验，考察

溶剂量、提取时间、提取温度的影响，以总黄酮醇苷含量为评价指标，筛选最佳提取方法，并对该方法进行方法

学考察及验证。结果：溶剂量 80 mL，提取时间 45 min，回流温度 90 ℃为最佳实验条件；槲皮素、山柰酚、异鼠

李素分别在 0.158~15.78 μg、0.109~10.87 μg、0.019~1.944 μg 范围内呈良好的线性关系（r ≥ 0.999 0）；槲皮

素、山柰酚、异鼠李素的平均加样回收率分别为 95.4%、93.8%、92.0%，符合限度要求，该方法加样回收率良

好（RSD 均 <3%）；15 批银杏叶验证结果与《中华人民共和国药典》（以下简称中国药典）2015 年版方法测

定结果不具有显著差异［相对平均偏差（relative average deviation，RAD）均 <3%］。结论：本试验建立的方

法准确可行，操作简便，较中国药典方法效率高，有助于实时监测银杏叶质量，且该方法节省时间和溶剂，减

少了资源浪费和环境污染，同时也为 2020 年版中国药典修订提供参考依据。
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Abstract　Objective：To establish a content determination method of total flavonoid glycosides in Ginkgo 
biloba，with simple preparation．Methods：Taking total flavonoid glycosides as an assessment index，the best 
extractive method （including solvent volume，extraction time and extraction temperature） was selected with 
single factor experiments．And the methodology was verified．Results：The solvent volume of 80 milliliters， 
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extracting time in 45 minutes and reflow temperature at 90 ℃，showed the best experimental conditions．The method  
showed good linearity in the range of 0.158-15.78μg for quercetin，0.109-10.87μg for kaempferol and 0.019-
1.944μg for isorhamnetin（r ≥ 0.999 0）．The average recoveries were 95.4%，93.8% and 92.0% for quercetin，
kaempferol and isorhamnetin respectively with RSDs<3%，all of which met the limit requirements of ChP．Making 
a simultaneous determination of the fast determination method and ChP method for 15 batches of ginkgo biloba，the 
results showed no significant difference （relative average deviation <3%）．Conclusion：The established method is 
accurate，feasible and easy，which is more efficient than pharmacopoeia method．It helps to monitor the quality of 
Ginkgo biloba constantly．Besides，the method is time and solvent saving，which can reduce waste and environmental 
pollution．Meanwhile，it provides a reference for revision of the 2020 edition ChP．
Keywords：Ginkgo biloba；total flavonoid glycosides；quercetin；kaempferol；isorhamnetin；content；rapid 
determination

银杏叶是银杏科植物银杏（Ginkgo biloba L.）的干

燥叶，具有活血止痛、敛肺平喘、化湿止泻的功效，主要

用于治疗冠心病、咳喘病、高脂血症、心绞痛等［1］。银

杏是最具经济价值的植物之一［2］，以银杏叶及其产品

为主的生产销售公司较多，且在全国拥有多个规模较

大的种植基地，因此对银杏叶质量控制尤为重要，它

是银杏全产业链中的重要环节，对于采收、加工及销

售具有重要的指导意义。

已有研究表明，银杏叶中黄酮内酯含量受温度、

降水量、气候条件等因素影响较大，随着生长周期变

化，其黄酮含量逐渐下降［3］，内酯含量逐渐上升，且银

杏叶种植基地分布众多，采收时间不一而同，仅参考

文献［4-6］不能获得合理的采收时间，快速检测确定最

佳的采收时间，最大程度地保证银杏叶的质量及其价

值显得尤为重要。

目前已有的银杏叶检测方法样品前处理过程

较为复杂，时间和试剂消耗较大，且不能实现在线监 
测［7-11］。中国药典标准规定的银杏叶检测方法及指

标近 10 年来都没有发生较大变化，其他检测方法也

参差不齐［12-15］，对于一些急需检测数据的环节，如银

杏叶采收时间、采购产地的确定等，不能及时提供数

据。此外，对于大量种植的实验样品或银杏叶生产

过程监控，都需要快速及时准确地获得相应的检测

数据，这是目前检测方法的缺陷所在。因此，如何快

速、及时、准确地测定是目前银杏叶检测急需解决的 
问题。

本实验旨在探索可行的快速检测银杏叶中总黄

酮醇苷含量的方法，为实现快速确定基地采收时间、

采购产地和时间、银杏叶入库、银杏叶及提取物生产

过程监控等奠定基础，服务于银杏全产业链建设，以

期为 2020 年版中国药典修订提供可靠依据。

1　仪器与试药

Agilent 1200 高效液相色谱仪（美国安捷伦有限

公司）、DK-S26 水浴锅（上海精宏科技有限公司）、

BS210S 电子天平（北京赛多利斯天平有限公司）、超

声波清洗器（上海申生科技有限公司）。

甲醇（上海凌峰化学试剂有限公司，分析纯，

批号 20160317）；甲醇（德国 Merk 公司，色谱纯，批

号 I844207633）；盐酸（永华化学科技有限公司，分析

纯，批号 20160329）；磷酸（上海凌峰化学试剂有限

公司，分析纯，批号 20160217）；银杏叶（云南沾益近

3 年树龄的银杏树，批号 20170206）。对照品槲皮素

（批号 100081-200907，纯度 96.5%）、异鼠李素（批号

110860-201410，纯度 99.9%）和山柰酚（批号 110861-
201611，纯度 95.5%）购自中国食品药品检定研究院。

2　方法与结果［1］

2.1　样品前处理试验

实验中的总黄酮醇苷是由槲皮素、山柰酚、异鼠

李素三者之和再乘以 2.51 的系数计算而得。

2.1.1　回流提取溶剂量考察

取银杏叶粉末约 1 g，分别加甲醇 -25% 盐酸

（4∶1）溶液 25、50、80、150 mL，90 ℃水浴加热回流 
1 h，迅速冷却，25 mL 溶剂量转移至 50 mL 量瓶中，

50、80 mL 转移至 100 mL 量瓶中，150 mL 转移至 250 
mL 量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，过 0.45 μm 有机滤

膜，HPLC 检测。结果显示，当溶剂量为 25、50、80、
150 mL 时，总黄酮醇苷含量分别为 1.274%、1.394%、

1.435%、1.434%。总黄酮醇苷的含量随着溶剂用量
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的增加而升高，溶剂用量 80 mL 时，到达平台，因此选

择 80mL 作为溶剂量。

2.1.2　回流提取时间考察

取 银 杏 叶 粉 末 约 1 g，加 入 甲 醇 -25% 盐 酸

（4∶1）溶液 80 mL，90 ℃水浴分别加热回流 15、30、
45、60、120 min，迅速冷却，转移至 100 mL 量瓶中，

加甲醇至刻度，摇匀，过 0.45 μm 有机滤膜，HPLC
检测。结果显示，当反应时间为 15、30、45、60、120 
min 时，总黄酮醇苷含量分别为 1.128%、1.381%、

1.460%、1.441%、1.416%。总黄酮醇苷含量随着提取

时间的延长而升高，45 min 以后趋于平稳，后开始逐

渐下降。因此选择 45 min 作为提取时间。

2.1.3　回流提取温度考察

取银杏叶粉末约 1 g，加入甲醇 -25% 盐酸（4 ∶1）
溶液 80 mL，分别在 70、80、90、100 ℃水浴加热回流

45 min，迅速冷却，转移至 100 mL 量瓶中，加甲醇至刻

度，摇匀，过 0.45 μm 有机滤膜，HPLC 检测。结果显

示，当反应温度为 70、80、90、100 ℃时，总黄酮醇苷含

量分别为 1.269%、1.490%、1.472%、1.440%。总黄酮

醇苷含量随着回流温度的升高而增加，80~100 ℃几乎

无差异，RSD 为 1.7%，考虑中国药典方法水解回流温

度为 90 ℃，故本研究也选择 90 ℃作为水解温度。

2.2　方法学验证试验

2.2.1　检测方法

色谱柱为 Zorbax SB-C18 柱（4.6 mm×250 mm，5 μm，

十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂），以甲醇 -0.4% 磷酸

溶液（50∶50）为流动相，检测波长 360 nm，理论板数按

槲皮素峰计算应不低于 2 500。等度洗脱 30 min，流速

为 1 mL·min-1，柱温 30 ℃，进样体积 10 μL。在上述色

谱条件下，各组分分离度良好，见图 1。
2.2.2　溶液的制备

2.2.2.1　供试品溶液　取银杏叶中粉约 1 g，精密称

定，置回流瓶中，加甲醇 -25% 盐酸（4∶1）溶液 80 
mL，90 ℃水浴加热回流 45 min，迅速冷却，转移至

100 mL 量瓶中，并加甲醇至刻度，摇匀，即得。 

1. 槲皮素（quercetin）　2. 山柰酚（kaempferol）　3. 异鼠李素（isorhamnetin）

图 1　混合对照品（A）和样品（B）色谱图

Fig. 1　HPLC chromatograms of mixed reference substances （A） and 
sample（B） 

2.2.2.2　混合对照品溶液　精密称取槲皮素 15.78 
mg、山柰酚 10.87 mg，置同一 10 mL 量瓶中，加甲醇

超声溶解并稀释至刻度，摇匀，制成槲皮素、山柰酚

混合储备液；异鼠李素 9.72 mg 置 50 mL 量瓶中，用甲

醇超声溶解并稀释至刻度，摇匀，制成异鼠李素储备

液。取槲皮素、山柰酚混合储备液 2 mL，异鼠李素储

备液 2 mL，置同一 50 mL 量瓶中，用甲醇稀释至刻度，

摇匀，制成槲皮素、山柰酚、异鼠李素质量浓度分别为

0.063 1、0.043 5、0.007 8 mg·mL-1 的混合对照品溶液。

2.2.3　线性关系考察

将“2.2.2.2”项下的槲皮素、山柰酚、异鼠李素

混合对照品溶液（C1）再分别稀释 5 倍（C2）、10 倍

（C3）、25 倍（C4）、40 倍（C5）、50 倍（C6）、100 倍

（C7），将 C1 至 C7 分别进样 10 μL，以各成分进样量

为横坐标，峰面积为纵坐标，进行线性回归，得槲皮

素、山柰酚、异鼠李素的回归方程，见表 1。结果表

明，槲皮素、山柰酚、异鼠李素在相应范围内线性关系 
良好。

表 1　银杏叶中 3 种成分回归方程

Tab. 1　Regression equation of 3 kinds of ingredients in Ginkgo biloba

成分（composition） 回归方程（regression equation） r 线性范围（linear range）/μg

槲皮素（quercetin） Y = 35 440X + 212.02 0.999 0 0.158~15.78

山柰酚（kaempferol） Y = 38 559X + 4.900 6 1.000 0.109~10.87

异鼠李素（isorhamnetin） Y = 36 251X + 11.366 0.999 0 0.019~1.944
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2.2.4　加样回收率试验

取银杏叶粉末约 0.5 g，共 6 份，精密称定，分别加

入相当于供试品中所含槲皮素、山柰酚、异鼠李素的量

的对照品溶液，按“2.2.2.1”项下供试品制备方法制备，

HPLC 检测。结果见表 2，槲皮素、山柰酚、异鼠李素的

平均加样回收率分别为 95.4%、93.8%、92.0%，2015 年

版中国药典药品质量标准分析方法验证指导原则规

定，样品待测定成分含量大于 0.01% 小于 0.1% 时，回

收率限度为 85%~110%，槲皮素、山柰酚、异鼠李素乘以

2.5 的系数前的含量分别为 0.32%、0.2%、0.04%，符合限

度规定，且 3 种成分的 RSD 分别为 0.94%、1.1%、1.1%，

均小于 3%，说明该方法回收率较好。

表 2　银杏叶中 3 种化学成分回收率（n=6）

Tab. 2　 Recoveries of 3 ingredients in Ginkgo biloba

成分 

（component）
称样量 

（sample amount） /g
样品含量 

（content）/mg
加入量

（added）/mg
测得量

（measured）/mg
回收率 

（recovery）/%
平均回收率 

（average recovery）/%
RSD/%

槲皮素

（quercetin）
0.499 2 1.564 1.578 3.089 96.6 95.4 0.94

0.501 8 1.536 3.034 94.9

0.509 0 1.558 3.062 95.3

0.500 3 1.531 3.052 96.4

0.502 4 1.538 3.039 95.2

0.504 0 1.543 3.030 94.2

山柰酚 

（kaempferol）
0.499 2 1.090 1.087 2.125 95.1 93.8 1.1

0.501 8 1.060 2.075 93.4

0.509 0 1.075 2.098 94.1

0.500 3 1.057 2.083 94.4

0.502 4 1.061 2.074 93.2

0.504 0 1.064 2.067 92.3

异鼠李素

（isorhamnetin）
0.499 2 0.211 0.194 0.390 92.1 92.0 1.1

0.501 8 0.195 0.375 92.5

0.509 0 0.198 0.379 93.5

0.500 3 0.194 0.374 92.2

0.502 4 0.195 0.372 91.2

0.504 0 0.196 0.372 90.8

2.2.5　精密度试验

2.2.5.1　中间精密度试验　按照“2.2.2.1”项下方法，

由不同实验员，在不同时间制备供试品溶液，并用不

同仪器进行检测，计算总黄酮醇苷含量，结果显示，

6 次测定总黄酮醇苷含量 RSD 为 1.1%，小于 2%，槲

皮素、山柰酚、异鼠李素的 RSD 分别为 1.3%、1.1%、

1.6%，小于 2%，中间精密度良好，表明该方法精密度

良好。

2.2.5.2　仪器精密度试验　取混合对照品溶液，按

“2.2.1”项下条件，连续进样 6 次，结果槲皮素、山柰

酚、异鼠李素峰面积的 RSD 分别为 0.25%、0.34%、

0.42%。表明仪器精密度良好。

2.2.6　重复性试验

取同一批次银杏叶粉末（批号 20170206）约 1 g，
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精密称定，平行 6 份，按照“2.2.2.1”项下方法制备供

试品溶液，HPLC 检测，计算含量。结果 6 份样品中总

黄酮醇苷的含量为 1.437%，RSD 为 1.7%，小于 2%；槲皮

素、山柰酚、异鼠李素的含量分别为 0.316 1%、0.210 8%、

0.045 7%，RSD 分别为 1.5%、1.6%、3.9%，符合中国药

典限度规定（含量在 0.01% 级，RSD ≤ 4 即可），表明该

方法重复性良好。

2.2.7　稳定性试验

按照“2.2.2.1”项下方法制备供试品溶液 1 份，

分别在 0、2、4、6、8、12、24 h 进行测定，结果显示，总

黄酮醇苷含量 RSD 为 0.72%，槲皮素、山柰酚、异鼠

李素的含量 RSD 分别为 0.75%、0.81%、2.63%，均小

于 3%，表明该对照品溶液和样品溶液在室温放置 24 
h，稳定性良好。

2.2.8　耐用性试验

2.2.8.1　色谱柱考察　按照“2.2.2.1”项下方法制备

供试品溶液 1 份，分别用 Kromasil 100-5C18 色谱柱、

ZORBAX Eclipse XDB-C18 色谱柱、ZORBAX Eclipse 
SB-C18 色谱柱分析测定，供试品溶液中槲皮素、山柰

酚、异鼠李素分离度较好，总黄酮醇苷含量 RSD 为

1.8%，表明该方法色谱柱耐用性较好。

2.2.8.2　柱温考察　按照“2.2.2.1”项下方法制备供

试品溶液 1 份，在“2.2.1”项下条件基础上，调整柱温

为 25、30、35 ℃时分析测定，供试品溶液中槲皮素、

山柰酚、异鼠李素分离度较好，总黄酮醇苷含量 RSD
为 0.59%，表明该方法受色谱柱温度影响较小。

2.2.8.3　流速考察　按照“2.2.2.1”项下方法制备供

试品溶液 1 份，在“2.2.1”项下条件基础上，调整流

速为 0.8、1.0、1.2 mL·min-1 时分析测定，供试品溶液

中槲皮素、山柰酚、异鼠李素分离度较好，总黄酮醇

苷含量 RSD 为 2.4%，表明流动相流速对该方法影响 
较小。

2.3　银杏叶中总黄酮醇苷含量测定

收集 15 批银杏叶，分别用 2015 年版中国药典

规定的检测方法及本试验建立的方法同时测定银杏

叶总黄酮醇苷含量，每批样品平行 2 份，结果见表 3。 
2 种方法测定结果无显著差异。

表 3　15 批银杏叶药典法与快速法测定结果比较

Tab. 3　The comparison results of simultaneous determination of the fast determination method and  

 ChP method for 15 batches of Ginkgo biloba

样品批号

（sample  
batch No.）

来源（source）
树龄 

（tree-age）/ 
年（year）

总黄酮醇苷（flavonoid glycoside）/%
RAD/

%
药典法（ChP method） 快速法（fast method）

20160916 邳州市（Pizhou City） 5 0.404 0.428 2.9

2016171 小黑林（Xiaoheilin） 4 1.513 1.562 1.6

2016384 文山老屋基（Laowuji，Wenshan） 4 1.460 1.481 0.71

20161008 曲靖沾益（Zhanyi，Qujing ） 3 1.244 1.278 1.4

20161220 邳州市（（Pizhou City）） 6 0.428 0.449 2.4

2016391 文山（Wenshan） 2 1.738 1.777 1.1

2016126 曲靖沾益（Zhanyi，Qujing ） 1 2.418 2.518 2.0

2016375 文山小街（Xiaojie，Wenshan） 6 0.918 0.973 2.9

20160901 曲靖沾益（Zhanyi，Qujing ） 3 1.072 1.110 1.7

2016381 文山小街（Xiaojie，Wenshan） 2 1.693 1.768 2.2

20161025 曲靖沾益（Zhanyi，Qujing ） 2 0.766 0.781 0.97

2016395 文山老屋基（Laowuji，Wenshan） 2 1.747 1.813 1.8

2016408 文山（Wenshan） 2 1.547 1.623 2.4

2016498 文山（Wenshan） 4-5 0.962 1.003 2.1

20161112 曲靖沾益（Zhanyi，Qujing ） 2 1.340 1.366 0.96
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3　分析与讨论

本研究基于 2015 年版中国药典方法，建立了银

杏叶总黄酮醇苷含量快速测定方法，色谱条件与药

典方法一致。主要对前处理方法进行改进，省去了

三氯甲烷除杂及甲醇提取步骤，直接用甲醇 -25% 盐

酸（4∶1）的溶液进行提取，考察溶剂用量、提取时间

及提取温度，并对该方法进行方法学考察及耐用性试

验，保证该方法准确可行，更好地应用于银杏叶研究。

结果表明，该方法简便可行，稳定可靠，重复性好，用

该方法测定的样品结果与药典法测定结果无明显差异，

可以用于银杏叶质量研究试验。快速检测银杏叶的方法

不仅节省时间和溶剂，极大地提高了实验效率，减少资源

浪费和环境污染，也为银杏种植生产的过程监控奠定了基

础，为 2020 年版中国药典修订提供了可靠依据。

本试验只是针对快速测定银杏叶总黄酮醇苷做

了初步研究，15 批样品验证试验结果与中国药典方

法相比，结果略高，后期将继续收集不同产地、不同时

间采收的样品进行测定，寻找中国药典法前处理过程

中总黄酮醇苷的损失部位、损失成分及损失量，以期

为药典修订提供更完善的资料。
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